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速冻猕猴桃生产线中耐高渗酵母的分离鉴定 

牛  晨, 岳田利*, 袁亚宏, 邱  月 

(西北农林科技大学食品科学与工程学院, 杨凌  712100) 

摘  要: 目的  旨在明确污染速冻猕猴桃产品加工环节中主要的高渗酵母种类, 并且研究污染菌种的耐渗特

性, 从而在加工中能够预防性地识别和控制高渗酵母污染。方法  对酵母基因组 5.8S rDNA-ITS区或 26S rDNA

的 D1/D2区两个保守区域进行扩增和测序, 确定分离筛选的高渗酵母的种属信息和分布。测定部分菌株在 2%、

50%、60%(m:V)葡萄糖浓度下的 OD600, 确定耐糖特性。同时, 测定部分菌株在 2%和 50%(m:V)糖浓度下的产

气量。结果  在速冻猕猴桃加工环境中共分离筛选到 33株高渗酵母, 分属于 10个酵母种。其中, Hanseniaspora 

uvarum、Hanseniaspora opuntiae、Candida intermedia 和 Candida tropicalis 是发生频次高的耐高渗酵母种。

Lodderomyces elongisporus 和 Debaryomyces hansenii 耐渗性强, 能够耐受 60%(m:V)葡萄糖; Hanseniaspora 

opuntiae和 Metschnikowia pulcherrima在高糖培养基中产气量大。结论  速冻猕猴桃加工车间中分离到潜在污

染性的耐高渗酵母, 尤其是车间空气中存在多种耐高渗酵母, 因此需要加强加工过程中的卫生管理, 增加预防

性的杀菌措施, 保证速冻猕猴桃加工过程的质量安全。 
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Isolation and identification of osmotolerant yeasts from quick-frozen kiwi 
fruit processing 
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ABSTRACT: Objective  To identify osmotolerant yeasts exist in quick-frozen kiwi fruit processing 

procedures, and to characterize the glucose tolerance and gas production of selected strains which potentially 

compromise product safety and security. Methods  Amplification and sequencing of the yeast 5.8S rDNA-ITS 

region or D1/D2 region of 26S rDNA were carried out to determine the identity and distribution of the isolated 

strains. The OD600 were recorded under 2%, 50% and 60% (m:V) glucose concentration to measure osmotic 

tolerance of selected strains. Meanwhile, the gas production of selected strains under 2% and 50% glucose were 

also assayed. Results  A total of 33 isolates belonging to 10 genera were identified: Hanseniaspora uvarum, 

Hanseniaspora opuntiae, Candida intermedia, and Candida tropicalis were repeatedly occurring throughout the 

processing. Lodderomyces elongisporus and Debaryomyces hanseniic could tolerate 60% (m:V) glucose, and 

Hanseniaspora opuntiae and Metschnikowia pulcherrima produced a large amount of gas. Conclusion 

Osmotolerant yeasts were isolated from the workshop of quick-frozen kiwi processing, particularly the air 

around the workshop contained various species. To assure the processing safety and security of quick-frozen 
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kiwi fruit, the company should intensify sanitary management and implement preventive disinfection 

procedures. 
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1  引  言 

耐高渗酵母是能够在较高的糖或盐等渗透压物

质浓度下生长的一类酵母。特殊的, 一般定义能够在

50%(m:V)以上的葡萄糖浓度下生长的酵母为耐高渗

酵母或耐高糖酵母[1]。耐高渗酵母天然存在于水果的

生长环境中, 随着原料进入贮藏及加工环节[2,3]。存在

于食品中的耐高渗酵母在生长时能够产气, 引起食

品涨袋、涨听, 包装破裂甚至爆炸, 并且引起食品的

腐败变质, 降低食品的营养价值和食用价值[4-9]。对

于食品企业来说, 耐高渗酵母引起的食品污染事件

会引起巨大经济损失和影响品牌形象。 

我国是猕猴桃种植大国, 陕西省的猕猴桃产量

在 2012 年就超过了全国的 50%[10], 目前, 陕西省猕

猴桃加工产品主要是速冻猕猴桃、猕猴桃果干及猕猴

桃汁。本研究首次分离鉴定了速冻猕猴桃加工中污染

的耐高渗酵母, 确定其种类、分布和特性, 有助于预

防污染并实施污染的早期控制, 减少加工企业的经

济损失。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

宝鸡某速冻猕猴桃加工厂车间采集加工环节及

环境样品。在速冻猕猴桃加工车间, 采集加工生产线

上去皮工段、切片工段、消毒工段、清洗工段和速冻

工段的加工猕猴桃样品、猕猴桃皮各 0.5 kg, 装入无

菌自封袋; 清洗用水和清洗后水采集 500 mL于无菌

三角瓶; 空气样品采用空气沉降法, 在车间各点将含

0.05%(m:V)氯霉素的 YPD培养基平板开盖 5 min, 后

合盖于 28 ℃培养 48~72 h[11]。所有样品 24 h内带回

实验室进行菌种分离。 

2.2  培养基 

YPD 配养基: 葡萄糖 20 g/L, 酵母浸粉 10 g/L, 

蛋白胨 20 g/L, 琼脂 20 g/L; 高糖 YPD培养基: 葡萄

糖 50 g/L(或 60 g/L), 酵母浸粉 10 g/L, 蛋白胨 20 g/L, 

琼脂 20 g/L, 即为 50%(m:V)或 60%(m:V)葡萄糖 YPD

培养基。 

2.3  主要仪器 

HC-3018R 高速冷冻离心机(安徽中科中佳科学

仪器有限公司 ); ALD1244 PCR 扩增仪 (BIO-RAD 

DNA Engine); DL-CJ-2NDI 超净工作台(北京东联哈

尔有限公司); NRY-2102C全温摇床(上海南荣实验室

设备有限公司); YQS-LS-50A 立式压力蒸汽灭菌锅

(上海博迅实业有限公司); BIO-RADiMarkMicroplate 

Reader酶标仪(美国伯乐公司)。 

2.4  方  法 

2.4.1  酵母分离 

称取 10 g 猕猴桃或猕猴桃皮固体样品, 加入

含 90 mL无菌生理盐水的三角瓶中振荡 30 min, 该

样品为 10倍稀释。依次 10倍梯度稀释并涂布于含

0.05%(m:V)氯霉素的 YPD 平板 , 于 28 ℃培养

48~72 h。在有菌落的最高稀释倍数的平板上挑取

菌落 , 以分离出占优势的菌种 [12]。液体样品以  

0.45 μm 滤膜过滤, 滤膜也以生理盐水浸泡振荡后

稀释涂布后挑取酵母菌落。将分离到的酵母菌于

YPD平板中重复划线 2~3次, 挑取单菌落分别保存

于 YPD 斜面于 4 ℃或于 30%甘油 YPD 培养基中

-40 ℃保存。 

2.4.2  耐高渗酵母筛选 

将酵母划线接种于 50%(m:V)和 60%(m:V)葡萄糖

YPD平板上并28 ℃培养7 d, 在50%浓度下生长为阳

性的菌株鉴定为耐高渗酵母[1,13]。 

2.4.3  分子鉴定 

以 E.Z.N.ATM Yeast DNA Kit提取酵母菌基因组

DNA。对基因组 5.8S rDNA-ITS区 ITS1与 ITS2进行

扩增, 合成通用引物 ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACC 

TGCGG-3’)与 ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC 

-3’)[14], PCR体系 50 μL。采用 PCR程序: 预变性温度

94 ℃, 5 min; 变性温度 94 ℃, 1 min; 褪火温度 52 ℃, 

1 min; 延伸温度 72 ℃, 1 min, 35个循环; 延伸温度

72 ℃, 5 min。PCR产物送华大基因进行纯化和测序。

对于测序结果显示杂合的菌株 , 以引物 NL-1 (5’- 

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) 和 NL-4 (5’- 
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GGTCCGTGTTTCAAGACGG)扩增其 26S rDNA 

D1/D2区域, 其 PCR程序为: 变性温度 94 ℃, 1 min, 

褪火温度 52 ℃, 2 min, 延伸温度 72 ℃, 2 min, 36

个循环[15]。将 PCR 产物送华大基因进行纯化和测

序。测序序列利用 Genbank 数据库中 BLAST(The 

Basic Local Alignment Search Tool)[16]比对, 确定菌

株种属地位, 并提交序列于 Genbank 数据库中, 序

列号见表 1。 

表 1  耐高渗酵母分离菌株信息 
Table 1  The strain information on isolated osmotolerant yeasts 

菌种编号 样品 种属鉴定 匹配率 序列号 

B-NC-12-F01 果皮 Hanseniaspora uvarum 99% KJ794642.1 

B-NC-12-F02 果皮 Clavispora lusitaniae 99% KF728806 

B-NC-12-F03 果皮 Candida intermedia 99% KF728807 

B-NC-12-F04 去皮果 Hanseniaspora uvarum 99% KF728808 

B-NC-12-F05 果片 Hanseniaspora opuntiae 100% KJ794646.1 

B-NC-12-F06 果片 Hanseniaspora opuntiae 99% KF728809 

B-NC-12-F07 果片 Candida quercitrusa 99% KF728810 

B-NC-12-F08 果片 Metschnikowia pulcherrima 99% KJ794649.1 

B-NC-12-F09 果片 Candida tropicalis 99% KJ794650.1 

B-NC-12-F10 果片 Hanseniaspora uvarum 99% KJ794651.1 

B-NC-12-F11 水 Hanseniaspora uvarum 99% KJ794652.1 

B-NC-12-F12 水 Candida intermedia 99% KF728811 

B-NC-12-F13 水 Hanseniaspora uvarum 99% KJ794654.1 

B-NC-12-F14 空气 Rhodotorula mucilaginosa 99% KF728812 

B-NC-12-F15 空气 Lodderomyces elongisporus 99% KF728813 

B-NC-12-F16 空气 Candida intermedia 99% KF728814 

B-NC-12-F17 空气 Candida tropicalis 99% KF728815 

B-NC-12-F18 空气 Hanseniaspora uvarum 100% KJ794659.1 

B-NC-12-F19 空气 Candida tropicalis 99% KJ794660.1 

B-NC-12-F20 空气 Hanseniaspora opuntiae 99% KJ794661.1 

B-NC-12-F21 空气 Candida tropicalis 99% KJ794662.1 

B-NC-12-F22 空气 Candida intermedia 98% KF728816 

B-NC-12-F23 空气 Rhodotorulamucilaqinosa 99% KF728817 

B-NC-12-F24 空气 Candida tropicalis 99% KJ794665.1 

B-NC-12-F25 空气 Hanseniaspora uvarum 99% KF728818 

B-NC-12-F26 空气 Debaryomyces hansenii 99% KF728819 

B-NC-12-F27 空气 Candida tropicalis 99% KF728820 

B-NC-12-F28 空气 Debaryomyces hansenii 99% KF728821 

B-NC-12-F29 空气 Candida intermedia 99% KF728822 

B-NC-12-F30 空气 Hanseniaspora opuntiae 100% KJ794671.1 

B-NC-12-F31 空气 Hanseniaspora uvarum 100% KF728823 

B-NC-12-F32 空气 Hanseniaspora uvarum 99% KJ794673.1 

B-NC-12-F33 空气 Candida intermedia 97% KF728824 
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2.4.4  耐糖性试验 

对于在 60%葡萄糖 YPD固体培养基上生长为阳

性的菌株, 分别添加 200 μL 已灭菌的 2%、50%、

60%(m:V)葡萄糖YPD培养基于 96孔板, 血球计数板

计数后接种 1×104 cells酵母细胞, 28 ℃培养 168 h每

天测定 OD600, 记录生长状况。 

2.4.5  产气性试验 

对于能够耐受 60%的菌株进行产气性试验。计

数后, 接种 1×102 个酵母细胞于分别装 5 mL 2%和

50%葡萄糖的 YPD 培养基的 10 mL 麦卡特尼瓶

(McCartney)中, 并以橡胶塞封口, 50 mL注射器刺穿

橡胶塞深入至麦卡特尼瓶内的液体培养基中, 形成

密闭装置[17]。28 ℃培养 7 d, 读取注射器上的气体体

积读数。 

2.5  数据统计与分析 

利用 Excel 2007 对试验的数据进行处理。不同

菌株产气量使用 SPSS 18.0.0软件的单因素(ANOVA)

中的 Duncan选项, P<0.05即为显著。 

3  结果与分析 

3.1  高渗酵母的分离与鉴定 

经过菌种分离及高糖培养基筛选, 共分离到耐

高渗酵母 33株, 菌种鉴定信息见表 1。其中, 分离到

的频次较多的菌种有: Hanseniaspora uvarum 9 株, 

Hanseniaspora opuntiae 4株, Candida intermedia 6株, 

Candida tropicalis 6株。如图 1所示, 这 4种酵母的

分布基本贯穿了整个加工环节, 来源于猕猴桃果实, 

随着加工环节而传播到加工车间的环境中, 是与猕

猴桃关系最密切的高渗酵母种, 也是速冻猕猴桃加

工中分布占优势的污染酵母。不仅如此, 加工车间的

环境中还存在着其他多种耐高渗酵母, 分布在不同

的环节中。其他酵母种的分布尽管在环节的数量上并

不占优势, 但是仍存在污染风险。例如, Rhodotorula 

mucilaginosa和 Metschnikowia pulcherrima的菌落呈

粉红色, 其附着在猕猴桃片表面生长会直接影响猕

猴桃的感官品质。 

3.2  耐糖性曲线 

如图 2~4 所示, 不同酵母种在不同葡萄糖浓度

下生长情况有很大差异。在 2%葡萄糖浓度下, 所有

试验菌株均能够旺盛的生长, 而大部分菌株在 24 h

左右进入稳定期生长阶段。而 Lodderomyces 
elongisporus与Debaryomyces hansenii生长较为缓慢, 

在 48 h甚至更长的时间里才进入稳定生长期。 

 

图 1  耐高渗酵母在速冻猕猴桃加工环节上的分布 

Fig. 1  The distribution of osmotolerant yeasts on the processing procedures of quick-frozen kiwi fruit 
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图 2  耐高渗酵母在 2%(m:m)葡萄糖浓度下生长曲线 

Fig. 2  The growth curve of omsotolerant yeasts in 2% (m:V) glucose concentration 
 

 
 

图 3  耐高渗酵母在 50%(m:V)葡萄糖浓度下生长曲线 

Fig. 3  The growth curve of omsotolerant yeasts in 50% (m:V) glucose concentration 
 

 
 

图 4  耐高渗酵母在 60%(m:V)葡萄糖浓度下生长曲线 

Fig. 4  The growth curve of omsotolerant yeasts in 60% (m:V) glucose concentration 
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在 50%葡萄糖浓度下, Hanseniaspora opuntiae, 

Metschnikowia pulcherrima, Candida tropicalis, 
Lodderomyces elongisporus, Debaromyces hansenii均
生长较为旺盛。其中 Candida tropicalis在 48 h内呈

现对数增长, 而并未受到高糖渗透压的明显抑制作

用。而 Debaromyces hansenii 呈现一定的适应过程, 

但是对数期的起始时间只是从 24 h延长到 48 h, 其

受到高糖浓度的影响反而比其他菌种小。与之相似的

还有 Lodderomyces elongisporus。在试验的 168 h内, 

Clavispora lusitaniae, Hanseniaspora uvarum 和

Candida quercitrusa只有有限的生长, 说明这些菌株

在 50%的葡萄糖浓度下生长受到了明显的抑制。 

在 60%葡萄糖浓度下 , Clavispora lusitaniae, 

Hanseniaspora uvarum和 Candida quercitrusa几乎不
能生长, 因为其 OD600在 168 h的试验时间内没有明

显的变化。而 Hanseniaspora opuntiae, Metschnikowia 
pulcherrima, Candida tropicalis, Debaromyces 
hansenii, Lodderomyces elongisporus均处于逐渐适应
阶段 , 其浑浊度不断上升。尤其是 Lodderomyces 
elongisporus和Debaromyces hansenii, 在 96 h左右进

入对数生长期, 在较高的渗透压下生长潜力更强, 表

明其更适应高的渗透压环境。试验说明不同的酵母菌

种对于高糖形成的渗透压有不同的响应, 总体表现

是在高渗透压条件下延滞期延长, 对数期延迟到来。 

3.3  产气性试验 

如图 5所示, 在 2%与 50%葡萄糖YPD培养基下, 

不同酵母种的产气性也有显著差异。Hanseniaspora 
opuntiae是其中产气性最强的菌株, 在 168 h时产生

近 50 mL 的气体 , 约为 2%条件下的 4 倍 , 而

Metschnikowia pulcherrima 也产生了约 40 mL 的气

体。虽然 Lodderomyces elongisporus和 Debaromyces 
hansenii 对高浓度葡萄糖的耐受性很强, 但是这两种

酵母却不喜产气, 可能是在高渗条件下酵母的代谢

通路做出了适应性的调整。 

4  结论与讨论 

本研究首次鉴定了分布在速冻猕猴桃生产线上

的耐高渗酵母菌株, 确定不同菌株的分布环节, 研究

不同菌株的耐糖性和产气性。 

在软饮料的加工中, H. uvarum、D. hansenii、L. 

elongisporus 被定义为清洁指标[18], 即如果加工环节

出现错误, 该酵母会造成污染事件的发生。但是当生

产加工中采取必要的措施, 这些菌种引起的污染事

件将不会发生。然而, 速冻猕猴桃片的加工生产属于

“冷加工”, 没有热杀菌环节[19], 且将猕猴桃片浸泡于

次氯酸钠水的消毒环节并不能杜绝菌种的传播。研究

发现, 不仅浸泡用的消毒水中有酵母, 而且后续的加

工环节都存在, 尤其是加工车间的空气中漂浮着多

种高渗酵母, 很可能成为产品出现污染问题的原因。

而分离频次较少的高渗酵母菌株如 D. hansenii 和 L. 

elongisporus 具有很强的渗透压耐受性, 可能会随着

速冻猕猴桃这种半加工产品进入后续高渗透压产品中

(如蛋糕、果脯等), 进一步引起污染。H. opuntiae 和

M. pulcherrima等具有很强的产气性, 一旦污染, 会导

致包装猕猴桃产品的包装破裂, 影响产品的销售。 

 

图 5  耐高渗酵母的产气性(注: A、B、C、D和 a、b、c、d表示菌株的产气量有显著性差异, 而标 cd项表示差异不显著, P<0.05) 

Fig. 5  The gas production of osmotolerant yeasts 
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因此 , 在速冻猕猴桃加工中应加强卫生管理 , 

增加杀菌操作, 保证猕猴桃制品的微生物安全性。在

污染预防方面, 应重点防范H. uvarum, H. opuntiae, C. 
tropicalis, C. intermedia 等多发性耐高渗酵母, 因为

其数量多且分布广泛; 而同时也应该注意偶发性的

M. pulcherrima、Lelongisporu及 D. hansenii, 虽然这
些耐高渗酵母的发生频率小, 但是其耐渗性强, 是食

品加工中的隐患, 可能会造成严重的污染事件。 
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